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(54) Titre : PRODUCTION COMBINATOIRE D' ANALOGUES DE NUCLEOTIDES ET NUCLEOSIDES(XiTP) 

(57) Abstract: The invention concerns novel nucleotide ana- 
logues comprising a reactive hydrazide function used as initial 
synthons for preparing compounds (foimula I) capable of induc- 
ing mutations or capable of inhibiting a DNA polymerase or a 
kinase. The invention also concerns nucleic acids comprising 
. . said nucleotide and nucleoside analogues. Among such com- 
* pounds, can be cited in particular the compound of formula (I). 

(57) Abrege : La presente invention concerne de nouveaux ana- 
logues de nucleotides comportant une fonction reactive hydra- 
zide servant de synthons de depart pour la preparation de compo- 
ses (formule I) pouvant induire des mutations ou 6tant capables 
d'inhiberune ADN polymerase ou une kinase, ^invention se rapporte egalement aux acides nucleiques comportant lesdits analogues 
de nucleosides et nucleotides. Parmi de tels composes, on peut citer notamment le compose de formule (I). 
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PRODUCTION OOMBEIATOIRE D 'ANALOGUES DE NIKXEOTIDES EF NUCLEOSIDE (XilP) 



5 La presente invention conceme de nouveaux analogues de nucleotides comportant une 
fonction reactive hydrazide (forraule II) servant de synthons de depart pour la 
preparation de composes (forraule I) pouvant induire des mutations ou etant capables 
d'inhiber une ADN polymerase ou une kinase. L ? invention se rapporte egalement aux 

acides nucleiques comportant lesdits analogues de nucleosides et nucleotides. 

♦ 

10 

Les inhibiteurs nucleotidiques actuellement disponibles (acyclovir, gancyclovir, AZT, 
ddC, d4T, 3TC.) presentent des effets secondares indesirables lors de traitement de 
longue dur6e et d'administrations r6p&£es. D'une part, la toxicite intrinsdque de ces 
analogues de nucleotides provient notamment du fait qu'ils peuvent manquer de 
15 specifiche vis-a-vis d'une polymerase ou d'une reverse transcriptase donnee. D'autie 
part, au bout d'un certain temps, les virus deviennent resistants a ces inhibiteurs meme 
si on augmente les doses. 

La synthase de nouveaux inhibiteurs nucleotidiques represente un enjeu important pour 
20 renouveler les m6thodes de traitements des infections virales telles que le HIV, CMV 
et le HSV. Hutchinson, 1990 montre qu'il existe de nombreuses difficultes liees a la 
synthase de vastes collections de nucleotides modifi6es. Par exemple, il apparait 
necessaire de proteger les fonctions r&ctives des bases ou des riboses avec toute 
addition ou modification de groupes. 

25 

■ 

L'invention peimet* de pallier ces difficultes gr&ce a un synthon de base permettant 
Tobtention en une seule etape d'une librairie dialogues de nucleotides on de 
nucleosides. GrSce a ces librairies, on peut par exemple cribler des inhibiteurs 
hautement specifiques de la reverse transcriptase du HTV. 

30 

La preparation de nouveaux nucleotides aux appariements ambigus, c'est-&-dire 
capables de s'incorporer au brin amorce en reponse a plus d'une parmi les quatre bases 
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A, C, G, T dans le brin matrice, slmpose egalement pour perfectionner les procedes de 
rnutagenese (Sala et al., 1996; Zaccolo et al., 1996; Pochet et al., 1997). L'agent 
mutag&ie ultime consisterait en un monomfere de TADN qui puisse s'apparier aux 
quatre bases canoniques au stade de Fincorporation comme triphosphate, puis lors de 
5 sa copie comme matrice. Le d&oxynucleoside triphosphate dtoe telle base ambigue 
peimettrait de substituer toute base canonique par n'importe laquelle des trois autres 
bases lors de la replication par une ADN polymerase. En outre, un procede 
dliypermutag&iese in vivo via Incorporation de la base ambigue simplifierait et 
accelererait les protocoles devolution dirig6e des genes portes par des plasmides, en 
1 0 evitant le recours aux manipulations coiiteuses de la PCR erronee. Un resume justifiant 
l'emploi de bases ambigugs dans d'autres applications se trouve dans les references 
Bergstrom et al., 1995; Loakes et al., 1995; Hill et al., 1998. 

En outre, la decouverte de structures chimiques simplifiees mais donees des merries 
15 capacites d'appariement univoque que chacune des quatre bases de l'ADN, en d'autres 
termes des ersatz de A, C, G, T, rend possible la preparation de nouvelles sondes ou 
amorces nucleiques qui peuvent etre utilisees dans diverses techniques d'amplification 
et de detection d'acides nucleiques cibles. 

Par ailleurs, sur le synthon de depart de formule II (voir ci-apres), il est possible de 
20 greffer des molecules reactives se situant par exemple dans la famille des acides 
amines, ce qui permet done de fonctionnaliser V ADN. 

Des desoxynucl6osides portent une purine simplifiee en un simple noyau imidazole 
differemment substitue aux positions 4 et 5 ont ete decrits dans Pochet et al, 1998. Ces 

25 nucleosides sont intrinsequement capables de former des liaisons hydrogene avec les 
quatre bases canoniques par rotation autour de la liaison glycosidique (conformations 
syn et anti) et de la liaison carboxamide ("A-Iike" et "G-Iike") (Pochet et al., 1995; 
Pochet et al., 1998). L'incorporation par les ADN polymerases de ces nucleosides 
(LeBec et al., 1997) et les effets mutagenes de leurs appariements sont decrits dans 

30 Sala et al., 1 996; Pochet et al., 1 997. 



WO 01/96354 PCT/FR01/01830 



3 



Dans le cadre de la presente invention, des groupements lateraux variables peuvent etre 
greffes au monomere de FADN simplify, d6signe ci-apres par Xo, via un groupe 
carbohydrazide. Ce synthon de depart pennet de preparer de multiples substrats des 
ADN polymerases en une etape. Le groupe carbohydrazide constitue une fonction tres 
reactive capable de se condenser avec tout aldehyde ou c&one. Autant de deriv6s 
hydrazones, ci-aprfcs designes par Xi, peuvent done etre formes a partir de X 0 . Autant 
de derives hydrazines, ci-apres designes par X2, peuvent etre obtenus par reduction de 
Xi. 



1 0 Ainsi, la presente invention porte sur des composes de fonnule generate I : 

R1-0-H2 




R2 R2' R3' R3 



dans laquelle : 

- le groupe Rl represente un hydrog&ie ou un groupe choisi parmi les groupes 
phosphate, diphosphate ou triphosphate et les groupes protecteurs tels que DMT. 

15 - R2 et R2' sont choisis independamment Tun de Fautre parmi H, OH, le 
phosphoramidite et ses derives, le H-phosphonate et un tenninateur d'elongation T, 

- R3 et R3 ' sont choisis independamment Fun de Fautre parmi H, OH, les halogenes 
(F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 atomes de 
carbone et un groupe 0-R5, R5 representant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 

20 comportant 146 atomes de carbone, 

- R4 represente un heterocycle (symbolise par un cercle) substitue, de fonnule 



25 
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dans lesquelies E d6signe un bras espaceur constitue par une chaine carbonee de 0 a 20 
atomes de carbones saturee ou non, comprenant ou non des heteroatomes et/ou 
eventuellement substitue ; ledit het&ocycle etant selectionne parmi : 
a) Ies heterocycles a 5 atomes de la formule : 



dans laquelle X represente ind^pendamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi parmi les halogfcnes (F, Br, CI, I), un groupe alkyle lin6aire ou 
ramifie comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
reprfsentant un hydrog&ie ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 
1 0 atomes de carbone, 

lesdits heterocycles appartenant notamment a la fomille des azoles, tels que les cycles 




5 




N 



N 



N 



N 



N 



* ' , V — U , N— 7 ' N — ' » N — N 

pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 



de preference 




composes A 




15 




composes B 



20 
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c) les analogues de purines de formule : 



5 




composes C 



dans lesquels : 

10 - Y 1 repr&ente NH 2 (d6signe par le synthon Xo) ou un groupe : 

N=C synthon X, ou NH— ChL synthon X- 

X Z2 \Z2 



- Y2 et Y3 sont choisis independamment Tun de Pautre parmi H, OH, O, NH 2> les 
halogenes (F, Br, CI, I), SCH 3 , SH, une amine, un amide (dans le sens -NH-CO-R) ou 
un alkyle lineaire (sens -OR) ou ramifie comportant 1^6 atomes de carbone, 
15 Zl et 72 etant choisis independamment Tun de Pautre parmi H et un groupe 
organique. 



Concernant les tennes « purines » et « pyrimidines », on se rdferera & la definition 
donnee dans Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, Oxford 
20 Press, 1997. Des exemples de voies de synthese de ces composes sont decrits aux 
pages 546 et 547 de ce document. 

Concernant les composes B, Pexemple de synthese presente a la figure 2 est valable 

■ 

pour les nucleosides en serie ribo, desoxy et pour les derives phosphoryles. Lorsque X 
est CONHNH2 9 on obtient un synthon Xo selon Pinvention comprenant un bras 
25 espaceur CH=CHCONH(CH2)n, oii est n=6 dans cet exemple. 

Parmi Les synthons Xo, Xi et X2, Pinvention vise notamment des analogues de 
nucleosides etdes analogues de nucleotides triphosphates que Pon designera par XoTP, 
XiTP et X2TP. Les analogues de nucleotides selon Pinvention seront de preference 
30 utilises lorsque Pobjectif implique Ieur incorporation dans un acide nucleique. On 
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utilisera de pr&Srence un analogue de nucleoside selon I'invention pour inhiber une 
polymerase in situ dans une cellule, notamment pour la fabrication d'un medicament 

Dans les composes de formule I, le groupe Rl represente de preference un groupe 
5 triphosphate bu un hydrog£ne en fonction de Pobjectif 6voque ci-dessus. 

De meme selon Pobjectif recherche, au moins un des groupes R2 et R2' peut 
representer un groupe OH, ce qui pennet la poursuite de P&ongation par une 
polymerase ou un groupe terminateur T dans le cas ou on souhaite obtenir des 
inhibiteurs des polymerases. Ainsi, au moins un des groupes R2 et R2' peut representer 
10 le groupe T, qui est s61ectionne de preference panni F, Br, CI, I, N3, et un groupe 
alkyle lineaire ou ramifie comportant 14 6 atomes de carbone. Bien entendu, tout 
groupe equivalent fonctionnant comme un terminateur d' elongation est vise pour la 
preparation de compose inhibant les reverses transcriptases de retrovirus. 

15 Avantageusement, lorsque Yl est NH2, I'invention a pour objet les synthons de depart 
de formule generate II (synthon Xo) : 



20 



R1-0-H2C 




.0 



R2 R2' R3' 



dans lesquels Rl, R2, R2', R3, R3' et E correspondent aux groupes de la foimule L 
25 Parmi de tels composes, I'invention vise notamment le compost appe!6 dXoTP dans 
lequel Rl est un groupe triphosphate, et R3 et R3' representent H, 

Les composes de formule II explicit^ ci-dessus peuvent etre utilises comme synthon 
de depart pour la preparation de librairie d'analogues de nucleotides et/ou de 
30 nucleosides. Leur groupe carbohydrazide pennet en effet de conjuguer en une seule 
etape ces composes avec toute molecule comportant une fonction aldehyde ou c6tone 
donnant les synthons Xi apres condensation ou X2 apres reduction. 
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Par condensation des composes de formule II (synthons Xo et XoTP) avec toute 
molecule comportant une fonction aldehyde ou c6tone, on obtient un compos6 de 
fonnule I dans lequel le groupe Yl represente la formule gen&ale : 

N-C 

5 

Zl et Z2 representant independamment Pun de Pautre un hydrogene ou un groupe 
organique. Ces composes seront designes par XjTP (analogues de nucleotide 
triphosphate) ou Xi (analogues de nucleosides). 

On peut reduire de tels composes et obtenir les composes de formule I (synthons X2 et 
1 0 X2TP) dans lequel le groupe Yl represente la fonnule generate : 

/Z1 

NH — CH. 

On peut citer par exemple, les compos6s dans lesquels au moins un des groupes Zl et 
Z2 est selectionne parmi les groupes aromatiques, notamment parmi les groupes de 
fonnule : 




15 

Au moins un des groupes Zl et Z2 peut egalement etre selectionne parmi les groupes 
thiol, alkyle, carbonyle, amine, alcool, aryle, et acide amine. 



Dans un autre aspect, les composes de Finvention peuvent etre caracterises en ce que 
20 Zl ou Z2 forme un cycle avec Y3. 

Dans un mode particulier de realisation, Finvention conceme les composes pr&ites 
dans lesquels Zl ou Z2 comprend un marqueur fluorescent ou phosphorescent, 
notamment la fluorescamine ou la fluoresceine. Par exemple, on peut faire reagir la 
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fluorescamine pour marquer le compose ou bien pour detecter sa presence au sein d'un 
acide nucl&que. 



10 



On peut done preparer des composes avec un bras espaceur et un marqueur, par 
exemple un compose de formule : 



R1-0-H2C 




Marqueur 



R2 R2* R3' R3 



Avantageusement, les composes precites sont des substrats d'une polymerase et 
15 peuvent former des appariements avec les bases naturelles, d'une reverse transcriptase 
et/ou d'une nucleotide kinase. 

De plus, lesdits composes peuvent introduire des mutations dans un acide nucleique ou 
bloquer la synthese d'ADN ou d'ARN, notamment par les ADN polymerases, les 
reverses transcriptases de retrovirus et les kinases. Parmi les kinases, on entend 
20 designer toute kinase capable de phosphoryler les nucleotides mono ou di-phosphate in 
vivo ou in vitro. On peut titer plus particulierement les desoxycytidine kinases, 
notamment la DCK2 humaine decrite dans US 5,914,258, les desoxyguanosine kinases 
et les thymidine kinases. 



25 Ainsi, on peut utiliser un compose selon 1'invention dans lequel YI est NH2 comme 
synthon de depart pour la preparation de librairies d' analogues de nucleotides et/ou de 
nucleosides, et identifier parmi lesdits analogues ceux qui peuvent induire des 
mutations et/ou bloquer la synthese d'ADN ou d'ARN. 



30 



L'invention se rapporte egalement a un procede de preparation de composes de 
formule g£n6rale II decrits pr£c6demment caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 



■m 
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a) preparation du nucleoside ayant pour heterocycle un het6rocycle a 5 atomes de 
formule : 




COOEt 



dans Iaquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH 5 C-R6, ou 
5 N, R6 &ant choisi parmi les halogenes (F, Br, CI. I), un groupe alkyle lineaire ou 
ramifie comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou xamifi6 comportant 1 a 6 
atomes de caibone, 

lesdits heterocycles appartenant notamment a la femille des azoles, tels que les cycles 




pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 

10 

b) protection de I'alcool en 5' et transformation de la fonction ester ethylique en 
fonction carbohydrazide par Taction de rhydrazine, 

c) protection de la fonction amine du groupe carbohydrazide par un groupe protecteur 
tel que le groupe benzyloxycarbonyle, acetylation de Falcool en 3\ 

15 d) phosphorylation apres d£protection de Talcool en 5', 
e) et hydrogenolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 

De preference, Tetape a) est realisee au moyen d'une N-transdesoxyribosylase dans le 
cas de desoxyribose et I'etape d) consiste en la phosphorylation du nucleoside par le 
20 cyanoethyl-phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide; liberation 
concomitante en milieu basique de Talcool 3* et du groupe cyanoethyle du 5' phosphate 
; puis condensation de pyrophosphate au 5 ! phosphate active sous forme de 
morpholidate. 
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A partir des composes de formules generates II, on peut preparer un compose de 
formule generale I decrit ci-dessus par condensation d'un compose de fbrmule 
gSnfrale II avec un aldehyde ou une cetone, suivi eventuellement d'une r£duciton. 
II est possible de faire rSagir un ou plusieurs composes) de formule generale II avec 
5 une librairie d'aldehydes et/ou de cetones, suivie eventuellement d'une reduction, de 
sorte a obtenir une librairie de compos6s de formule L 

La voie de synthase decrite dans la figure 1 iliustre un mode de realisation particulier 
du proced6 selon l'invention. L'ester ethylique de l'acide imidazole-4-carboxylique fot 

10 converti en son desoxynucleoside par action de la N-transd6soxyribosylase, utilisee 
sans purification sous forme d'un extrait proteique de Lactobacillus leichmannii, en 
prenant la thymidine comme source de desoxyribose. Apres protection de 1'alcool en 5' 
par un groupe dimethoxytrityle, le nucleoside portant la fonction ester ethylique fat k 
son tour converti en son derive carbohydrazide par action de ITiydrazine. La fonction 

15 amine du groupe carbohydrazide fut ensuite protegee par condensation d'un groupe 
benzyloxycarbonyle. Apres ac&ylation de Talcool en 3 f et liberation de Talcool en 5', le 
synthon obtenu fut soumis aux etapes de phosphorylation suivantes, a savoir : 
phosphorylation par le cyanoethyl-phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide 
; liberation concomitante en milieu basique de 1'alcool 3* et du 5' phosphate ; 

20 condensation de pyrophosphate au 5' phosphate active sous foime de morpholidate. La 
production du synthon reactif desoxynucleoside triphosphate du carbohydrazide 
dXoTP fut achevee par bydrog&iolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 

La condensation du carbohydrazide dXoTP avec Zl-CHO et Z1-COZ2 conduit aux 
25 derives hydrazones dXiTP, puis aux composes dX 2 TP apres reduction. 

Un autre aspect de Pinvention se rapporte aux composes susceptibles d'etre obtenus a 
partir des procedes explicites ci-dessus et aux librairies de composes de formule 
generale I susceptibles d'etre obtenues lorsqu'on fait r6agir un ou plusieurs composes 
30 de formule generale II avec une librairie d'ald6hydes et/ou de cetones. 
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L'invention concerne egalement un procede d'identification de composes capables 
d'introduire une mutation dans un acide nucleique comprenant les etapes consistant a 
i) incorporer dans un oligonucleotide synthetique un compost de fonnule I dans lequel 
Yl est NH2, ii) faire reagir ledit compose par condensation avec au moins un aldehyde 
5 et/ou une cetone, eventuellement suivie d'une reduction, iii) repliquer ledit 
oligonucleotide a 1'aide d'une polymerase et determiner si une mutation a 6te 
introduite dans le brin nouvellement synth6tise. 

Ainsi, dans un autre mode de realisation, l'invention se rapporte a un procede de 
10 mutation ponctuelle d'un acide nucleique caracterise en qu'on i) prepare un 
oligonucleotide synthetique comprenant au moins un compose selon l'invention, ii) on 
replique ledit oligonucleotide a Paide d'une polymerase. 

Dans un autre alternative, l'invention vise un procede de mutation al£atoire d'un acide 
nucleique comprenant les etapes consistant a utiliser un melange reactionnel 
1 5 comprenant au moins un compose precit6 pour I'amplification d'un acide nucleique, 
Un tel procede de mutagen^se aleatoire est particulierement utile pour modifier 
1'activite d'un polypeptide d'interet. 

Pour reiongation, la replication et 1'amplification, on peut utiliser une ADN 
20 polymerase exo- telle que par exemple la Taq polymerase, le fragment de klenow et la 
Vent polymerase. 

Toutefois, il est possible d'utiliser des ADN pol exo+ dans le cas ou Ton souhaite 
cribler des composes selon l'invention qui seraient resistants a 1'activite 
exonucleasique. De tels composes sont particulierement utiles dans les precedes de 
25 • detection de mutations. 

Un aspect supplemental concerne un procede d'identification d'un compose capable 
d'inhiber une enzyme selectionnee parmi une polymerase, notamment une reverse 
transcriptase, et/ou une kinase, notamment toute kinase capable de phosphoryler les 
30 nucleotides mono ou di-phosphate in vivo ou in vitro (desoxycytidine kinases, 
desoxyguanosine kinases et thymidine kinases) caracterise en ce que Ton teste 
1'activite de Jadite enzyme en presence d'au moins un compose selon l'invention. 
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Dans ce procede, on peut tester Peffet d'au moins un desdits composes sur des cellules 
infectees par un retrovirus, ledit compose se trouvant sous la forme d'un analogue de 
nucleoside. En effet, les nucleosides peuvent traverser la membrane des cellules, ce qui 
n'est pas le cas des nucleotides a cause de la charge negative des groupes phosphates. 
5 On peut done effectuer un criblage a grande echelle en utilisant une librairie selon 
^invention et par un processus iteratif avec des fractions de la librairie, on arrive par 
des experiences de routine a Pidentification d'un ou plusieurs composes) bloquant la 
replication des virus. 

L'invention vise les composes susceptibles d'etre obtenus h partix du procede precite. 

10 

Par ailleurs, les composes de Pinvention peuvent etre utilises dans des amorces ou 
sondes pour l'amplification et/ou pour la detection d'un acide nucleique cible. 
Une « sonde » ou une « amorce » se d^finit, dans le sens de 1' invention, comme etant 
un fragment nucleotidique comprenant par exemple de 10 a 100, notamment de 15 a 35 
15 nucleotides naturels ou modifies, comprenant au moins un compose repondant a la 

■ 

formule I decrite ci-dessus et possedant une specificite d 'hybridation dans des 
conditions determinees pour former un complexe d'hybridation avec un acide 
nucl&que cible. Les sondes selon Pinvention, qu'elles soient specifiques ou non- 
specifiques, peuvent etre immobilisees, directement ou indirectement, sur un support 
20 solide ; on parle alors de «sonde de capture)). Par ailleurs, lesdites sondes peuvent 
porter un agent marqueur permettant leur detection ; on parle alors de « sonde de 
detection ». 

Une «sonde de capture)) est immobiliste ou immobilisable sur un support solide par 
25 tout moyen approprie, par exemple par covalence, par adsorption ou par synthese 
directe sur un support solide. Ces techniques sont notamment decrites dans la demande 
de brevet WO 92/10092. La methode la plus generale consiste a immobiliser l'acide 
nucleique extrait des cellules de difKrents tissus ou de cellules en culture sur un 
support (tels que la nitrocellulose, le nylon , le polystyrene) et a incuber, dans des 
30 conditions bien definies, P acide nucleique cible immobilise avec la sonde. Apres 
Phybridation, Pexces de sonde est elimine et les molecules hybrides fornixes sont 
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d&ectees par la m&hode appropriee (mesure de la radioactivite, de la fluorescence ou 
de Pactivite enzymatique liee a la sonde). 

Une « sonde de detection » peut etre marquee au moyen d'un marqueur choisi par 
5 exemple parmi les isotopes radioactifs, des enzymes, en particulier des enzymes 
susceptibles d'agir sur un substrat chromogene, fluorigene ou luminescent (notamment 
une peroxydase ou une phosphatase alcaline), des composes chimiques chromophores, 
des composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des analogues de base 
nucleotitiques, et des ligands tels que la biotine. Le marquage des amorces ou des 

10 sondes obtenues selon Finvention est realise par des elements radioactifs ou par des 
molecules non radioactives. Les entites non radioactives sont selectionnees parmi les 
ligands tels la biotine, I'avidine, la streptavidine, la dioxygenine, les haptenes, les 
colorants, les agents luminescents tels que les agents radioluminescents, 
chemiluminescents, bioluminescents, fluorescents (fluoresceine isothiocyanate FITC, 

15 R-pbycoerythrine PE, Quantum Red™, SIGMA et fluorescamine, Molecular 
Bioprobes) et phosphorescents. 

Dans un mode de realisation particulier, Pinvention porte sur les composes de formule 
I marques. Comme indique precedemment, on peut condenser un compose de formule 
20 II avec une molecule comportant une fonction ald6hyde ou cetone. Dans ce cas, 
lesdites molecules portent un marqueur du type chromophores, composes 
chromogenes, fluorigenes ou luminescents ou ligands tels que la biotine. 

Les acides nucleiques comportant au moins un compose de formule I sont vises par la 
25 presente invention. lis peuvent etre mis en oeuvre dans les techniques du type PCR 
(Erlich, 1989 ; Innis et al., 1990, et Rolfs et aL, 1991). Cette technique necessite le 
choix de paires d' amorces oligonucleotidiques encadrant le fragment qui doit etre 
amplifie. On peut, par exemple, se r6ferer a la technique decrite dans le brevet 
americain U.S. N° 4,683,202. D'autres techniques d'amphfication peuvent 6tre 
30 avantageusement employees comme alternative k la PCR (PCR-like) a Paide de couple 
d' amorces selon Pinvention. Par PCR-like on entendra d6signer toutes les m&hodes 
mettant en oeuvre des reproductions directes ou indirectes des sequences d' acides 
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nucleiques, ou bien dans lesquelles les systemes de marquage ont ete amplifies, ces 

■ 

techniques sont bien conmies de Phomme du metier. 

L'invention conceme 6galement un kit pour P amplification et/ou la detection d'un 
5 acide nucleique cible et ime composition pharmaceutique comprenant un compose 
selon l'invention ou un acide nucleique selon l'invention. Elle porte egalement sur 
Putilisation d'un acide nucleique decrit ci-dessus comme ribozyme. On entend par 
« ribozyme » dans le sens de l'invention, un acide nucleique, un derive d'acide 
( nucleique ou un hybride chimique entre acide nucleique et peptide qui presente des 

10 proprietes catalytiques, de modulation de Pactivite ou de P expression d'une proteine, 
d'un polypeptide, d'un pq)tide ou d'un gene. Un acide nucleique selon l'invention 
peut done se substituer a un enzyme. 

Dans un autre aspect, l'invention se rapporte k des oligonucleotides antisens 
15 comprenant au moins un compose de formule I. Par antisens, on entend designer un 
oligonucleotide complementaire d'un ADN ou ARN cible bloquant la transcription ou 
la traduction. Des exemples d' application sont donn6s notamment dans W09954463, 
WO9838204, W09829448, WO9735960, WO9710840 et W09625497. 
Des lors, ledit acide nucleique selon Pinvention est utile comme medicament et dans 
20 des methodes de traitement 

L'invention porte 6galement sur Putilisation d'un compose decrit precedemment pour 
la fabrication d'un medicament, notamment pour la fabrication d'un medicament 
destine au traitement des infections r&rovirales et du cancer. 

25 ' 

Exemple 1 : Proclde de preparation de composes preferes selon l'invention 
(figure 1). 

La synthese du triphosphate 1 implique Pintroduction d'un groupe temporaire de 
protection sur la fonction hydrazine qui peut Stre liberee dans des conditions neutres. A 
30 cet effet, on a selectionne le groupe benzyloxycarbonyle. La chaine triphosphate a ete 
introduite en 3 etapes, conformement aux procedures d£crites par Tener et Moffatt. Le 
nucleoside 3 a 6t& obtenu h partir du compose 2 par transglycosylation enzymatique en 
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utilisant la N-desoxyribosyltransferase comme decrit precedemment par Pochet et al. 
1995. 

La S'^iimethoxytritylation du compose 3 dans la pyridine a permis Pobtention du 
compose 4 avec un rendement de 73 %. Le traitement du compose 4 avec un large 
5 excfes d'hydrate d'hydrazine a 60° C a conduit au compose 5 qui peut etre utilise dans 
les Stapes suivantes sans purification supplemental. 

Le groupe benzyloxycarbonyle a et6 introduit en faisant r6agir le compose 5 avec le 
benzyloxycarbonylsuccinimidate conduisant au compose 6 en un rendement de 81 %. 
L'acylation avec Panhydride acetique dans la pyridine produit un melange de deux 

10 composes majeurs correspondant au compose S'-O-ac&yle 7 (24 %) et au compose 3 5 - 
O, N-diacetyle 8 (38 %). L'acetylation complete a ete rapidement obtenue dans 
Pacetonitrile en utilisant Panhydride acetique (2.2 eq.) en presence de triethylamine 
catalysee par le DMAP permettant d'obtenir le compose 8 avec un rendement de 80 %. 
Apres d&ritylation du compose 8, la condensation du compost 9 avec le 

15 cyanoethylphosphate dans la pyridine en presence de DCC, suivie par un traitement 
avec une solution de 2 % de methylate de sodium dans le methanol, le procede a 
conduit au compost 5'monophosphate 11 (52 %). Le compose triphosphate 13 a ete 
obtenu en deux etapes en passant par le compose morpholidate 12 avec un rendement 
de 50 %. La suppression du groupe protecteur benzyloxycarbonyle a ete accomplie par 

20 hydrogenolyse sur Pd/C en presence de H2. Ainsi, le traitement des composes 11 et 13 
a permis d'obtenir les derives monophosphate 14 et triphosphate 1. 

Exemple 2 : Condensation du compose 1 avec des aldehydes. 

La derivatisation de la fonction hydrazine a ete effective en utilisant des aldehydes 
25 • aromatiques et aliphatiques : preincrement, le compost monophosphate 14 a ete traite 
avec le 3-methyitMopropionaldehyde et le benzaldehyde dans E^O/methanoI pour 
donner les composes 15a et 15b. Ces produits ont &e isoles par HPLC en phase 
inverse et ont ete caracterises par la technique de spectrometrique de masse et par 
RMN. De la meme maniere, le compose 1 dans le tampon TEAA (pH 7,5) a ete traite a 
30 4°C avec un exc6s d'aldehydes dans du methanol pour donner les composes 16a et 
16b. La structure des derives triphosphates a ete confirmee par spectrometrie de masse. 
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On a rajoutg au compose 1 dans 0,2 ml de 0,1M TEAA uq aldehyde (25jiL dans 0,1 
mL de methanol). Apres 2 heures, la solution a ete concentree et purifiee par HPLC a 
1=230 nm (0 h 25% ac6tronitrile dans 10 mM TEAA). Les fractions contenant le 
produit pur ont ete lyophilisees et passees a travers une colonne echangeuse de cations 
5 (Dowex) pour donner les triphosphates sous la forme de sels de sodium. 



Exemple 3 : Incorporation des analogues dXoTP et dXjTP dans les acides 
nucleiques. 

Les analogues (dXoTP, dXiTP(a) et dXiTP(b)) ont ete soumis a des experiences 
10 d'elongation d'amorce catalysees par le fragment de Klenow exo-. Une amorce a ete 
marquee & son extremite 5* par reaction d'un [y- 32 P]ATP utilisant la T4 polynucleotide 
kinase. Les matrices approprtees et les amorces marquees ont 616 incubSes a 75°C 
pendant 15 minutes, puis refroidies lentement a temperature ambiante pendant 1 heure. 
Dans differents melanges reactionnels, on a r6alise Pelongation de I'amorce avec une 
15 ADN polymerase en presence des dXjTP donnas. Les echantillons ont ensuite 6t6 
denatures puis charges sur un gel de polyacrylamide (20% 7M d'uree). Apres 
61ectrophor£se, les gels ont ete visualises par autoradiographic ou a l'aide d'un 

TM 

Phosporimager . 
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REVINDICATIONS 



1 . Composes de foimule generate I : 



R1-Q-H2C Q ^R4 



R2 R2 1 R3' R3 



1 0 dans laquelle : 

- le groupe Rl represente un hydrogene ou un groupe choisi parmi les groupes 
phosphate, diphosphate ou triphosphate et les groupes protecteurs tels que DMT. 

- R2 et R2' sont choisis independamment Tun de Tautre parmi H, OH, Ie 
phosphoramidite et ses derives, le H-phosphonate et un tenninateur d 5 elongation T, 

15 - R3 et R3' sont choisis independamment Tun de 1 'autre parmi H, OH, les halogenes 
(F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 atomes de 
carbone et un groupe 0-R5, R5 representant un groupe alkyle lin6aire ou ramifie 
comportant 1 & 6 atomes de carbone, 

- R4 represente un het&ocycle (symbolis6 par un cercle) substitu£, de fonnule 

20 




dans lesqueUes E designe un bras espaceur constitue par une chaine carbonee de 0 a 20 
atomes de carbones saturee ou non, comprenant ou non des h&eroatomes et/ou 
eventuellement substitue ; ledit heterocycle etant sflectionne parmi : 



1 
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a) les h6terocycles a 5 atomes de la formule : 



X X 



NH 

x- 



laquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi parmi les halogenes (F, Br, Q, I), un groupe alkyle lin6aire ou 
ramifid comportant 1 a 6 atomes de carfaone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogtoe ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 k 6 
atomes de carbone, lesdits heterocycles appartenant notamment a la famille des azoles, 
tels que les cycles 

O \_i O ^ # 

pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 




de preference ^ Jj ^ H composes A 

y Y1 

1 0 b) les cycles k 6 atomes, notamment les pyrimidines de formule : 

p i 

N^^^ N H composts B 

Jk J | 

15 
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c) les analogues de purines de fonnule : 



5 




composes C 



dans lesquels : 

- Yi represente NHfe (d6signe par le synthon Xo) ou un groupe : 
N^C synthon X t ou NH — CH synthon X ; 



10 

- Y2 et Y3 sont choisis independamment Tun de r autre paimi H, OH, O, NH2, les 
halogenes (F, Br, CI, I), SCH3, SH, une amine, un amide (dans le sens -NH-CO-R) ou 
un alkyle lineaire (sens -OR) ou ramifte comportant 1 a 6 atomes de carbone, 
Zl et 72 etant choisis independamment Tun de Tautre parmi H et un groupe 
15 organique. 



2. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que le groupe Rl est un groupe 
triphosphate. 

20 3. Composes selon Tune des revendications 1 a 2 caracterises en ce qu'au moins un 
des groupes R2 et R2* represente un groupe OH. 

4. Composes selon Tune des revendications 1 a 3 caracterises en ce que T est 
s&ectionne de preference parmi F, Br, CI, I, N3, et un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
25 comportant 1 a 6 atomes de carbone. 
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5. Composes selon Tune des revendications 1 a 4 caracterises en ce que Yl est NH 2 
correspondant aux synthons de fonnule generate II (synthon Xo) : 



R1-0-H2C Q 




10 dans lesquels Rl, R2, R2 5 , K3 5 R3'et E correspondent aux groupes de la fonnule I. 



6. Composes selon Tune des revendications 1 a 4 caracterises en ce que Yl represente 
un groupe choisis panni le groupe : 

N-C 

15 Zl et Z2 representant independamment Tun de Tautre un hydrogene ou un groupe 
organique (synthons Xi et X]TP). 



7. Composes selon Tune des revendications 1 & 4 caract6ris6s en ce que Yl represente 
un groupe choisi parmi le groupe : 

NH— CH 

20 Zl et 72 representant independamment l'un de P autre un hydrogene ou un groupe 
organique (synthons X 2 et X2TP). 



25 



8. Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caracterises en ce qu'au moins un 
des groupes Zl et Z2 est selectionne parmi les groupes aromatiques, notamment parmi 
les groupes de fonnule : 
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9. Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caract6ris6s en ce qu'au moins un 
des groupes Zl et Z2 est selectionne parmi les groupes thiol, alkyle, carbonyle, amine, 
alcool, aryle, et acide amine. 

5 

10. Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caracterises en ce que Zl on Z2 
forme un cycle avec Y3. 

1 1 . Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caracterises en ce que Zl ou Z2 

1 0 comprend un marqueur fluorescent ou phosphorescent, notamment la fluorescamine, 

12. Composes selon Tune des revendications piecedentes caract6ris& en ce qu'ils sont 
substrats d'une polymerase, d'une reverse transcriptase et/ou d'une nucleotide kinase. 

15 13. Composes selon Tune des revendications precedentes caracterises en ce qu'ils 
forment des appariements avec les bases naturelles. 

14. Composes selon la revendication 12 caracterises en ce qu'ils inhibent une 
polymerase, notamment une reverse transcriptase de retrovirus et/ou une kinase. 

20 

15. Procede de preparation de composes de formule generate II selon la revendication 
5 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) preparation du nucleoside ayant pour heterocycle un heterocycle a 5 atomes de 
formule : 



/COOEt 

X rC 
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dans laquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi panni les halogenes (F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou 
ramifid comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe OR7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 
5 atomes de carbone, lesdits h6terocycles appartenant notamment k la famille des azotes, 
tels que les cycles 




pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 



b) protection de Palcool en 5' et transformation de la fonction ester ethylique en 
fonction caibohydrazide par faction de Fhydrazine, 
10 c) protection de la fonction amine du groupe carbohydrazide par un groupe protecteur 
tel que le groupe benzyloxycarbonyle, ac&ylation de l'alcool en 3 1 , 

d) phosphorylation apresd6protectionderalcool en 5', 

e) et hydrog&iolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 

15 16. Procede de preparation selon la revendication 1 5 caracterise en ce que Fetape a) est 
realisee au moyen d'une N-transd6soxyribosylase. 

17. Procede de preparation selon Tune des revendications 15 et 16 caracteris6 en ce 
que Petape d) consiste en la phosphorylation du nucleoside par le cyanoethyl- 
20 phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide; Uberation concomitante en milieu 
basique de l'alcool 3 f et du groupe cyanoethyle du 5 f phosphate; puis condensation de 
pyrophosphate au 5' phosphate active sous forme de morpholidate. 



18. Procede de preparation d'un compose de formule generate I selon Tune des 
25 revendications 6 a 1 1 caracteris6 en ce qu'un compose de formule generate II selon la 
revendication 5 est condense avec un aldehyde ou une c&one. 



Illl 
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19. Procede selon la revendication 18 caract6ris6 en ce que Ton fait reagir un ou 
plusieurs compose(s) de formule generate II selon la revendication 5 avec une librairie 
d'aldehydes et/ou de c&ones, suivi eventuellement d'une reduction. 

5 20. Composes susceptibles d'fitre obtenus & partir d'un proc6d£ selon Tune des 
revendications 15 a 19. 



10 



21. Librairies de composes de formule generale I selon Tune des revendications 1 a 1 1 
susceptibles d'etre obtenues a partir du proc£d6 selon la revendication 19. 



22. Procede d'identification de composes capables d'introduire une mutation dans un 
acide nucl&que comprcnant les etapes consistant a i) incorporer dans un 
oligonucleotide synthetique un compose selon la revendications 1 dans lequel Yl est 
un groupe NHk, ii) faire reagir ledit compose conformement au precede selon la 
15 revendication 18 ou 19, eventuellement suivi d'une reduction, iii) repliquer ledit 
oligonucleotide k 1'aide d'une polymerase et determiner si une mutation a ete 
introduite dans le brin nouvellement syntb£tise. 



23. Procede de mutation ponctuelle d'un acide nucleique caract6rise en qu'on i) 
20 prepare un oligonucleotide synth6tique comprenant au moins un compose selon Tune 

des revendications 1 k 11, ii) on replique ledit oligonucleotide a l'aide d'une 
polymerase. 

24. Procede de mutation aleatoire d'un acide nucleique comprenant les etapes 
25 consistant a utiliser un m61ange reactionnel comprenant au moins un compose selon 

Pune des revendications 1 a 11 pour Pamplification d'un acide nucleique. 



25. Proc6de selon Tune des revendications 22 a 24 caract6ris6 en ce qu'on utilise une 
ADN polymerase exo-. 

30 

26. Proc&Ie ^identification d'un compose capable d'inhiber une enzyme selectionnee 
parmi une polymerase, notamment une inverse transcriptase et une kinase, caracterise 
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en ce que Ton test Pactivite de ladite enzyme en pr&ence d'au moins un compose 
selon Tune des revendications 1 k 11 . 

27. Procede d'identification d'un. compose capable d'inhiber une reverse transcriptase 
5 d'un retrovirus caracterise en ce que Ton test Peffet d'au moins un compost selon 

Tune des revendications 1 a 11 sur des cellules infectees par un retrovirus, ledit 
compose se trouvant sous le forme d'un analogue de nucleoside. 

28. Procede selon Tune des revendications 23 a 27 caracterise en ce qu'on utilise une 
1 0 librairie selon la revendication 21 . 

29. Acide nucleique comportant au moins un compose selon Tune des revendications 1 
hll. 

15 30. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 a 1 1 dans un procede de 
mutagenese aleatoire. 

31. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 k 11 comme base 
ambigue. 

20 

32. Utilisation d'un compose selon 1'une des revendications 1 k 1 1 dans une amorce ou 
une sonde pour P amplification et/ou la detection d'un acide nucleique cible. 

33. Utilisation selon la revendication 32 caracterisee en ce que ledit compose est 
25 marque. 

34. Kit pour P amplification et/ou la detection d'un acide nucleique cible comprenant 
un compose selon Pune des revendications 1 a 11 ou un acide nucleique selon la 
revendication 29. 

30 

35. Utilisation d'un acide nucleique selon la revendication 29 pour la preparation d'un 
medicament. 
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36. Utilisation (fun acide nucleique selon 1a revendication 29 comme ribozyme pour la 
preparation (Tun medicament. 

5 37. Utilisation d'un acide nucl&que selon la revendication 29 comme antisens pour la 
preparation d'un medicament. 



38. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 & 5 dans lequel Yl est 
NH 2 comme synthon de depart pour la preparation de librairie d'analogues de 
1 0 nucleotides et/ou de nucleosides. 



39. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 a II pour la fabrication 
d'un medicament. 

1 5 40. Utilisation selon la revendication 39 pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement des infections retrovirales. 

41. Utilisation selon la revendication 39 pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement du cancer. 
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